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Introduction 
Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer and is therefore the leading 
cause of cancer death in women worldwide. Despite the advances in the treatment of 
breast cancer, there is still a high mortality rate in breast cancer patients; therefore 
the development of new agents for breast cancer is clinically important. 
Phytochemicals from natural products are a promising source for the development of 
novel cancer therapeutics because of their potential effectiveness and low toxicity 
proﬁles.  
Nuclear factor-B (NF-B), defined as a multi-functional transcription factor, 
plays a critical role in the initiation, promotion and progression of certain types 
of cancers through its ability to up-regulate genes responsible for cell survival, 
invasion, angiogenesis, and metastasis. Consequently, the NF-B pathway is 
regarded as a potential new drug target in cancer metastasis and progression.  
In this study, we screened 56 phytochemical compounds for their inhibitory 
activity in NF-B. Hirsutine was found to be a prominent NF-B inhibitor and 
showed potential anti-metastatic effect. We also explored the anti-tumor 
activity of hirsutine in human breast cancer cells and found as a promising 
compound for breast cancer therapy by inducing DNA damage response.  
1. Identification of hirsutine as an anti-metastatic phytochemical by
targeting NF-B activation
Nuclear factor-B (NF-B) activation has been implicated not only in 
carcinogenesis but also in cancer cell invasion and metastatic process; 
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therefore, targeting the NF-B pathway is an attractive strategy for controlling 
metastasis. Amongst 56 chemically defined compounds derived from natural products, 
we have identified a new phytochemical compound hirsutine, which strongly suppress 
NF-B activity in murine 4T1 breast cancer cells. In accordance with their NF-B 
inhibition, hirsutine reduced the metastatic potential of 4T1 cells, as seen in the 
inhibition of the migration and invasion capacity of 4T1 cells. Hirsutine further inhibited 
the constitutive expression of MMP-2 and MMP-9 in 4T1 cells and reduced the in vivo 
lung metastatic potential of 4T1 cells in the experimental model. Given that the 
migration of human breast cancer cells was also inhibited, our present study implies 
that hirsutine is an attractive phytochemical compound for reducing metastasis 
potential of cancer cells in accordance with regulating tumor-promoting NF-B activity. 
2. Selective anti-cancer activity of hirsutine against HER2 positive
breast cancer cells by inducing DNA damage
To further examine the clinical utility of hirsutine, we investigated the 
anti-tumor activity of hirsutine on human breast cancer cells. Among six 
distinct human breast cancer cell lines, hirsutine showed strong cytotoxicity 
against HER2 positive/p53 mutated MDA-MB-453 and BT474 cell lines. 
Conversely, HER2 negative/p53 wild-type MCF-7 and ZR-75-1 cell lines 
showed resistance against hirsutine-induced cytotoxicity. Hirsutine induced 
apoptotic cell death in MDA-MB-453 cells, but not in MCF-7 cells, through 
activating caspases. Furthermore, hirsutine induced DNA damage response in 
MDA-MB-453 cells, but not in MCF-7 cells, as highlighted in the up-regulation 
of H2A.X expression. Along with the induction of DNA damage response, the 
suppression of HER2, NF-κB and Akt pathways and the activation of p38 
MAPK pathway in MDA-MB-453 cells were observed. Considering that there 
was no difference between MDA-MB-453 and MCF-7 cells in 
irinotecan-induced DNA damage response, our presented results indicate 
selective anti-cancer activity of hirsutine in HER2 positive breast cancer by 
inducing DNA damage response. 
3. Targeting ATM pathway for effective therapy against 
hirsutine-resistant breast cancer cells 
For establishing effective therapy against breast cancer by using hirsutine, we 
next explored the mechanism underlies by which protect hirsutine-resistant 
breast cancer cell lines, MCF-7 and ZR-75-1 cell lines. To identify potential 
targets for overcoming such hirsutine-resistance, we tested chemical inhibitors 
for their reversal effect on hirsutine-resistance in MCF-7 cells and found that 
the inhibition of ATM sensitized MCF-7 cells to hirsutine-induced cell death. In 
accordance with the sensitization to hirsutine, the up-regulation of γH2A.X 
expression was observed upon the co-treatment with hirsutine and ATM 
inhibitor, KU-60019. While the co-treatment with hirsutine and KU-60019 
induced cell death in MCF-7 cells expressing dominant negative p53, the ROS 
expression was significantly increased upon the co-treatment. Taken together, 
these findings suggest that the inhibition of ATM pathway enhances 
anti-cancer effect of hirsutine possibly through the induction of 
p53-independent, ROS-mediated DNA damage pathway. 
Conclusion 
In this study, hirsutine was found to be a prominent NF-B inhibitor and 
significantly inhibited the metastatic potential of murine 4T1 breast cancer cells 
both in vitro and in vivo. The investigation on six human breast cancer cells 
indicated selective anti-cancer activity of hirsutine in HER2 positive breast 
cancer by inducing DNA damage response. In addition, the resistance of 
breast cancer against hirsutine treatment can be reversed by targeting ATM 
pathway possibly through an induction of ROS expression. Collectively, the 
present study will provide important pre-clinical evidences for establishing a 
novel breast cancer therapy by using hirsutine. 
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 がん病態の成立にはがん細胞自身だけではなく、がん細胞を取り巻く周囲の組織
環境で様々な宿主因子との相互作用が、がん細胞の増殖や悪性化・転移に非常に重
要な役割を果たしていることが指摘されている。これらのがん細胞を取り巻く周囲
の組織環境の理解と制御がこれまでにない新しいがん治療法の開発に向けて非常
に重要であると考えられる。がん微小環境では周りの炎症応答によってがん細胞に
炎症性シグナルの活性化が誘導されることが知られており、特に転写因子NF-κBの
活性化を介した炎症性シグナルはがん細胞の増殖や細胞死、浸潤・転移や抗がん剤
治療に対する抵抗性獲得に重要な役割を担っていることが知られている。本研究で
はこのようにがん悪性化・転移に重要なNF-κBの活性化を介した炎症性シグナルを
制御する新規天然物由来化合物として同定した釣藤鉤由来ヒルスチン（Hirsutine）
の乳がんに対する抗がん作用について研究を行った。  
 
1. NF-κB活性化をターゲットとしたがん転移抑制化合物としての釣藤鉤由来ヒル
スチンの同定  
 釣藤鈎（チョウトウコウ）はアカネ科カギカズラの鈎刺のある茎枝で、ヒルスチ
ンはこの釣藤鈎に生理活性物質として含まれるインドール型アルカロイド化合物
である。これまでに知られている薬理作用としては、腸管血流量増加作用、血圧降
下作用、中枢作用、認知機能改善、抗セロトニン作用、脂質酸化抑制などが挙げら
れる。効能・用途としては、鎮静作用、鎮痙作用、解熱作用があり、頭痛、高血圧
、小児のひきつけなどに用いられ、また抗炎症効果もあるとされているが、その詳
しい作用機序に関しては不明である。本研究の成果として、炎症性シグナル分子  
NF-κBの活性化によって発光するホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定発
現するマウス4T1乳がん細胞株 (4T1-NFκB-Luc)を用いた富山大学和漢医薬学総合研
究所天然化合物ライブラリの探索によって、ヒルスチンがNF-κB活性化を抑制する
こと、in vitroにおける浸潤能・移動能またはゼラチナーゼ酵素活性を抑制すること
、さらに in vivoでの実験的肺転移を抑制することを見いだした。 
 
2. ヒルスチンのHER2陽性乳がん細胞に対する選択的なDNA損傷誘導を伴う抗がん効果 
 ヒルスチンの臨床における有用性をさらに検証するために、ヒト乳がん細胞株に対する抗
がん効果についてさらに検討した。①ホルモン受容体陽性乳がん細胞株  ②トリプルネガテ
ィブ乳がん細胞株、③HER2陽性乳がん細胞株についてヒルスチンの抗がん効果を検討し
たところ、HER2陽性乳がん細胞に対して非常に高い効果を示した。一方で、ホルモン受容
体陽性乳がん細胞はヒルスチンによる抗がん作用に対して耐性を示した。ヒルスチンは感受
 性ヒト乳がん細胞株に対してアポトーシスを誘導し、それにはDNA損傷反応を伴っており、ま
たNF-κB活性化、HER2発現、およびAkt経路活性化の抑制、ならびにp38の活性化も認
められた。ヒルスチンの抗がん効果に耐性を示すMCF-7細胞はDNA損傷を誘導する他の
抗がん剤には応答性を示すことから、ヒルスチンはHER2陽性乳がん細胞に対して選択的な
抗がん効果を示すと考えられた。 
 
3. ATMをターゲットとしたMCF-7乳がん細胞のヒルスチン耐性克服 
 ヒルスチンの抗がん効果に耐性を示すMCF-7細胞における耐性メカニズムを明らかにする
ため、各種キナーゼ阻害剤のスクリーニングを行った。その結果、DNA損傷応答において修
復に重要な役割を担うことが知られているATM（Ataxia telangiectasia mutated）を阻害す
る化合物がMCF-7細胞のヒルスチン感受性を増強することを見いだした。ATM特異的阻害
剤であるKU-60019はそれ自身MCF-7細胞に対して抗がん作用を示さない濃度で、ヒルス
チンに対するMCF-7細胞の感受性を著しく増強した。このATM阻害によって認められるMC
F-7細胞でのヒルスチンによる細胞死の誘導には、DNA修復に重要なp53の活性が必須で
ないことをドミナントネガティブp53の発現MCF-7細胞を用いて検証した。一方で、ATM阻害
によって認められるMCF-7細胞でのヒルスチンによる細胞死の誘導に伴い、細胞内のROS 
（Reactive oxygen speices）産生が上昇した。この結果はATMの活性阻害によって新たに
見いだした天然物由来抗がん化合物であるヒルスチンの効果が増強されることを示しており
、またその作用はp53を介さずROS産生を伴うDNA損傷誘導によると考えられた。 
 
 以上の研究結果は、すでに国際的な学術誌に公表していることから、提出論文内容が博
士（薬科学）の学位を授けるに値すると判断した。 
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